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RESUMO 
 
Plantas apresentam defesas químicas como cardenolidas (Cds) e alcaloides pirrolizidínicos 
(APs) as quais podem deter herbívoros. Entretanto, borboletas do gênero Danaus 
(Nymphalidae: Danainae: Danaini) se beneficiam destas defesas. Danaus erippus e D. 
gilippus, em seu estágio larval, sequestram Cds de folhas de Asclepias curassavica 
(Apocynaceae: Asclepiadoideae).  Quando adultas, as borboletas sequestram APs do néctar 
e partes senescentes de folhas e ramos dos gêneros Eupatorium (Asteraceae: Eupatorieae), 
Senecio (Asteraceae: Senecioneae) e Crotalaria (Fabaceae: Papilionoideae: Crotalarieae).  
Desta forma, ambos compostos conferem às borboletas uma proteção química contra 
predadores.  No entanto, como o sequestro das defesas é custoso, espera-se uma demanda 
conflitante entre as mesmas.  Nós levantamos a hipótese de que o aumento na aquisição de 
uma das defesas iria levar a diminuição da outra.  Esta demanda conflitante no sequestro 
pode ser fisiológica, ocorrendo no tempo ecológico, entre indivíduos de uma mesma 
espécie, ou histórica, onde cada espécie apresentaria um investimento majoritário 
canalizado em uma das defesas.  Quando coletados no campo D. erippus apresentam uma 
maior concentração de Cds do que D. gilippus.  Entretanto o contrário ocorre para APs.  
Para corroborarmos os dados da literatura e testarmos a hipótese de demanda conflitante 
alimentamos larvas de ambas as espécies com folhas de A. curassavica com duas 
concentrações de Cds: 196µg/0.1g e 1568µg/0.1g.  Manipulamos as concentrações 
aplicando a Cd ouabaína topicamente nas folhas.  Para as mesmas larvas quando adultas, 
oferecemos duas concentrações do AP monocrotalina N-óxido (200µg/10µL e 
1600µg/10µL) e quantificamos, nos adultos, por colorimétria, a concentração das duas 
defesas.  Verificamos que o sequestro de ambas defesas por indivíduos de uma mesma 
espécie é independente uma da outra e do sexo dos indivíduos.  Portanto rejeitamos a 
hipótese de demanda conflitante fisiológica. Observamos que estratégias químicas 
defensivas contrastantes estão presentes entre os representantes dos subgêneros Danaus e 
Anosia, aos quais pertencem respectivamente D. erippus e D. gilippus. Corroboramos que 
um maior investimento em defesas por Cds está relacionado a um menor grau em defesas 
por APs (D. erippus) e vice-versa (D. gilippus) mostrando uma demanda conflitante 
  
histórica no gênero Danaus.  Sugerimos que o padrão defensivo do subgênero Danaus se 
originou por uma pressão seletiva de predadores nos locais de invernada. 
ABSTRACT 
Plants posses chemical defenses as cardenolides (Cds) and pyrrolizidine alkaloids (PAs) to 
deters herbivores. However, butterflies of genus Danaus (Nymphalidae: Danainae: 
Danaini) take advantage from these defenses. Danaus erippus and D. gilippus, in their 
larval stage, obtain Cds from leaves of Asclepias curassavica (Apocynaceae: 
Asclepiadoideae). Adults butterflies sequester PAs from nectar and senescent parts of 
plants of the genus Eupatorium (Asteraceae: Eupatorieae), Senecio (Asteraceae: 
Senecioneae) and Crotalaria (Fabaceae: Papilionoideae: Crotalarieae). Both compounds 
give butterflies chemical protection against predators. However, since the sequestration of 
defenses is costly, a trade off between this defenses is expected. We hypothesize that 
increase in acquisition of one defense should decrease other defenses. This trade off can be 
physiological, occurring in an ecological time, between individuals of the same species, or 
historical, where each species would present a major investment in one of the defenses. 
Wild butterflies of D. erippus present a higher concentration of Cds than D. gilippus. 
However, the opposite occurs for PAs. To test this hypothesis we fed larvae of both species 
with leaves of A. curassavica with two concentrations of Cds: 196μg / 0.1g and 1568μg / 
0.1g. We manipulated the concentrations by applying the cd ouabain on the leaves 
topically. To the adult stage of the same larvae, we offer two concentrations of PAs 
monocrotaline N-oxide (200μg / 10μL and 1600μg / 10μL). We quantify the concentration 
of Cds and PAs in adults by colorimetric assay. In D. erippus and D. gilippus, we didn´t 
find diferent concentrations of Cds and PAs between males and females. Also, there is no 
effect of Cds on PAs, rejecting a physiological trade off. We observed a contrasting 
defensive chemical strategy among the representatives of two subgenres of Danaus: D. 
(Danaus) erippus and D. (Anosia) gilippus. We corroborate that a high investment in 
defenses by Cds is related to a lower defenses by PAs in D. erippus and contrarily in D. 
gilippus, suggesting a historical trade off for the genus Danaus. We suggest that this pattern 
appeared on subgenus Danaus by selective pressures of predators at their wintering sites. 
  
  
ÍNDICE 
 
INTRODUÇÃO....................................................................................................................9 
MATERIAIS E MÉTODOS ...............................................................................................17 
Organismos estudados .............................................................................................17 
Criação e manutenção de Danaus erippus e Danaus gilippus em cativeiro ...........18 
Consumo de Asclepias curassavica por larvas de Danaus erippus e a  
concentração de cardenolidas na biomassa consumida ...........................................21 
Sequestro diferencial e demanda conflitante entre defesas:  
cardenolidas x alcaloides pirrolizidínicos ................................................................23 
Planta hospedeira da larva com baixa ou alta concentração de cardenolidas ..........24 
Fonte de alimento para o adulto com baixa ou alta concentração  
de alcaloides pirrolizidínicos ...................................................................................25 
Concentração de cardenolidas e alcaloides pirrolizidínicos em borboletas ............26 
Análises estatísticas .................................................................................................28 
RESULTADOS ...................................................................................................................29 
DISCUSSÃO ......................................................................................................................33 
CONCLUSSÕES .................................................................................................................40 
REFERÊNCIAS..................................................................................................................41 
ANEXOS..............................................................................................................................54 
 Declaração referente à bioética e biossegurança.......................................................54 
 Declaração referente aos direitos autoriais................................................................55
 
 
 
 
 
 
 
 
 
9 
 
 
 
 
INTRODUÇÃO 
 
As plantas estão sujeitas continuamente a pressões seletivas que afetam 
negativamente sua aptidão (Lienert 2004, Jump & Peñuelas 2005).  Dentre estas pressões, 
os herbívoros são os que causam o maior impacto devido à remoção da biomassa da planta, 
afetando diretamente a aptidão destas pela perda não só dos tecidos vegetativos, mas 
também de tecidos reprodutivos como flores, frutos e sementes (Coley et al. 1985).  Como 
resultado, as plantas desenvolveram diversas estratégias para evitar ou reduzir a perda da 
biomassa, como as defesas físicas (p.e. dureza foliar, espinhos ou tricomas), defesas 
químicas diretas devido a ação tóxica, deterrente ou repelente de substâncias do 
metabolismo especializado (SMS, p.e. terpenoides, alcaloides ou compostos fenólicos, 
Pichersky & Lewinsohn 2011, Arimura & Maffei 2017) ou defesas indiretas como a atração 
de inimigos naturais por recursos alimentares (p.e. nectários extraflorais) ou por compostos 
voláteis que indicam a presença do herbívoro (Crawley 1983, Karban & Baldwin 1997, 
Walters 2011). 
As defesas químicas baseadas em SMS apresentam efeitos negativos no 
crescimento, reprodução e sobrevivência na maioria dos insetos (Ali & Agrawal 2012).  
Estas substâncias podem atuar, por exemplo, desnaturando membranas celulares, inibindo o 
transporte ou transdução de sinais, inibindo rotas metabólica ou interferindo no controle 
hormonal durante o processo de desenvolvimento (Harborne 1993).  Estas defesas são 
biossintetizadas por vias complexas do metabolismo especializado das plantas: por 
exemplo, compostos fenólicos e antocianinas são biossintetizados pela via do ácido 
chiquímico, terpenoides e seus derivados como as cardenolidas, pela rota do ácido 
mevalônico e alcaloides são derivados de aminoácidos (Siegler 1998).  Esta ampla 
diversidade de defesas baseadas em SMS pode ser resultado direto da pressão seletiva dos 
insetos ao longo do tempo evolutivo em um processo coevolutivo (Schoonohoven et al. 
2005, Becerra et al. 2009), embora outras hipóteses também sejam sugeridas (ver Arnason 
et al. 2004 para uma revisão). Para fugir ou amortecer o efeito das defesas químicas, insetos 
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mostram uma serie de contra adaptações comportamentais, morfológicas e fisiológicas 
(Rausher 2001).  Dependendo da complexidade e eficácia das contra adaptações, insetos 
podem ser classificados em dois grupos: generalistas ou especialistas (Ali & Agrawal 
2012).  Os insetos generalistas são polífagos, capazes de detoxificar em certa medida os 
compostos presentes nas plantas, porém sua aptidão é afetada negativamente pela 
concentração e propriedades químicas das defesas (Kessler & Baldwin 2002, Opitz & 
Muller 2009, Trigo 2011).  Ao contrário dos generalistas, os insetos especialistas fazem uso 
das SMS, apresentam mecanismos de detoxificação mais eficientes e muitas vezes 
sequestram estes compostos utilizando-os como uma defesa química contra predadores e 
parasitoides (Trigo 2000, 2011, Nishida 2002, Opitz & Muller 2009). Insetos herbívoros 
especialistas também podem utilizar as SMS como pistas químicas na escolha da planta 
hospedeira para deposição de ovos (Cohen & Brower 1982, Oyeyele & Zalucki 1990, 
Zalucki et al. 1990, Fordyce & Malcolm 2000, Ladner & Altizer 2005), como fontes de 
aminoácidos (Rosenthal et al. 1978) ou na comunicação química intraespecífica, como por 
exemplo, produção de feromônios sexuais (Pliske & Eisner 1969, Wyatt 2014).  Insetos 
especialistas geralmente são monófagos ou oligófagos, com uma ligação evolutiva estreita 
com suas plantas hospedeiras, em sua maioria famílias ou gêneros específicos que 
compartilham os mesmos compostos defensivos (Ali & Agrawal 2012).  Frequentemente os 
insetos especialistas são aposemáticos, isto é, apresentam estruturas, cores e odores ou 
outros sinais conspícuos que advertem os predadores sobre sua impalatabilidade ou 
toxicidade, evitando assim serem atacados (Edmunds 1974).  O sequestro dos compostos 
químicos é reportado para mais de 250 espécies de insetos pertencentes as ordens 
Coleoptera, Lepidoptera, Hemiptera e Ortoptera (Optiz & Müller 2009). 
Entretanto, sequestrar compostos químicos defensivos pode representar um custo 
para os insetos especialistas (veja mais em Cogni et al. 2012).  Bjorkman & Larsson (1991) 
evidenciaram o custo da incorporação da defesa química na vespa fitófaga Neodiprion 
sertifer (Symphyta: Diprionidae).  Larvas da vespa se alimentam de folhas e frutos do 
pinheiro silvestre Pinus sylvestris, dos quais elas obtêm resinas ricas em diterpenos, 
componente principal da defesa química das larvas (Prop 1960, Eisner et al. 1974).  Na 
ausência de predadores como formigas, indivíduos se alimentando de vagens e sementes de 
plantas com uma elevada concentração de diterpenos, apresentaram uma menor taxa de 
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crescimento, uma maior demanda de tempo no desenvolvimento larval e consequentemente 
uma maior mortalidade em comparação a indivíduos se alimentando em baixas 
concentrações do composto; porém, na presença do inimigo natural, tais indivíduos 
apresentaram uma menor taxa de predação (Larsson et al. 1986). 
Insetos não contam só com defesas químicas como estratégia para evitar a predação 
ou parasitismo.  Insetos também apresentam defesas comportamentais, defesas 
morfológicas e defesas imunológicas (Gross 1993, Greeney et al. 2012), todas custosas 
(Sheldon & Verhulst 1996, De Roode & Lefèvre 2012).  Como postula a teoria de 
otimização de defesas, recursos alocados para um tipo de defesa não poderiam ser 
simultaneamente alocados para outras funções, inclusive outros tipos de defesa (McKey 
1974, Rhoades 1979, Zangerl & Bazzaz 1992).  Portanto, espera-se uma demanda 
conflitante entre diferentes tipos de defesa em insetos.  Uma demanda conflitante é definida 
como a correlação negativa entre características de um organismo, ocorrendo devido a 
alocação dos recursos energéticos para uma função a custas de outra (Sterns 1992, Zera & 
Harshman 2001).  Neste caso duas ou mais defesas em um mesmo indivíduo deveriam 
entrar em conflito, já que, o investimento em uma defesa diminuiria os recursos disponíveis 
para a outras defesas (Vogelweith et al. 2014). 
Demandas conflitantes entre defesas podem ser classificadas em fisiológicas ou 
históricas (Sterns 1992). Quando uma demanda fisiológica ocorre, indivíduos apresentam 
uma resposta plástica no investimento realizado para a alocação de defesas, sendo possível 
observar balanços diferentes entre estas defesas, dependendo das pressões seletivas naturais 
ou artificias as quais são expostos (Roff 2002). Porém em certos casos, uma comparação 
interespecífica entre espécies próximas filogeneticamente ou entre linhagens de uma 
mesma espécie revela investimentos e estratégias defensivas contrastantes (Ballhorn et al. 
2008, 2013, Blanchard & Moreau 2016).  Este fenômeno é denominado como demanda 
conflitante histórica (Sterns 1992).  Se considerarmos que a expressão das defesas esteja 
ligada aos genes dos indivíduos e que populações naturais se encontram continuamente sob 
pressões seletivas, podemos inferir que a falta na plasticidade ou “fixação” das diversas 
estratégias defensivas seja resultado direto da canalização de um genótipo e fenótipo 
otimizado para um certo cenário evolutivo (Sterns 1992).  Para abordar demandas 
conflitantes históricas, é necessário comparar espécies próximas e estreitamente 
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aparentadas e que compartilham um habitat, nicho ecológico e disponibilidade de recursos 
semelhantes, ou seja, espécies submetidas à pressões seletivas semelhantes (Mikolajewski 
& Johansson 2004), e assim poder acessar a possíveis estratégias adaptativas contrastantes 
(Greeney et al. 2012). 
Vogelweith et al. (2014) verificaram a ocorrência de uma demanda conflitante 
histórica ao comparar o investimento defensivo de duas espécies próximas de mariposas, 
Eupoecilia ambiguella e Lobesia botrana (Tortricidae), em defesas morfológicas, 
comportamentais e imunológicas.  As espécies coocorrem em plantações vinícolas (Vitis 
vinífera, Vitaceae) e sofrem a mesma pressão seletiva de parasitas de ovos e de larvas.  Os 
autores demostraram que larvas de E. ambiguella investiam em tegumentos mais resistentes 
e com maior dureza em comparação a L. botrana, porém apresentaram um menor grau de 
defesas comportamentais, devido a requererem um maior estímulo predatório para reagir e 
por uma menor capacidade na fuga do local, em comparação as larvas de L. botrana.  Os 
autores comprovaram que ambas espécies também investem em defesas imunológicas, 
porém a indução de enzimas com atividade antimicrobiana foi maior em E ambiguella, e 
inexistente em L. botrana.  Portanto, vemos padrões defensivos contrastante entre ambas 
espécies, corroborando o proposto pela teoria da otimização de defesas.  
Borboletas do gênero Danaus (Nymphalidae: Danainae: Danaini) apresentam dois 
mecanismos de defesa química: um baseado em cardenolidas (Cds) e o outro baseado em 
alcaloides pirrolizidínicos (APs) (Brower et al. 1967, Edgar et al. 1976, 1979, Trigo 2000).  
O gênero Danaus é especialista no sequestro de Cds (Ackery & Vane-Wright 1984) das 
folhas de suas plantas hospedeiras do gênero Asclepias e de outras Asclepiadoideae 
(Apocynaceae) (Malcolm & Brower 1989, Malcolm 1992).  As Cds consumidas são retidas 
após o processo de pupação e conferem defesa química, tanto às larvas como aos adultos, 
contra o ataque de predadores (Brower et al. 1982). 
As Cds são uma família de compostos que apresentam uma estrutura com 23-
carbonos com três componentes: um esqueleto esteroidal com 4 anéis fusionados, uma 
lactona de cinco-membros (uma butenolida) no C-17, e um carboidrato ligado no C-3 do 
anel A (Figura 1A) (Malcolm 1992, Agrawal et al. 2012).  Estes compostos se encontram 
presentes no látex e nas folhas de mais de 10 famílias de plantas entre as quais os gêneros 
pertencentes às famílias Apocynaceae (incluindo Asclepiadoideae), Convallariaceae, 
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Fabaceae, Hyacynthaceae, Ranunculaceae e Scrophulariaceae (Seiber et al. 1982, Kreis & 
Müller-Uri 2010) se destacam.  Cardenolidas apresentam uma alta especificidade para 
inibir a enzima Na
+⁄K+-ATPase, presente majoritariamente nos tecidos musculares e 
neuronais dos animais, a qual é responsável pelo transporte ativo de íons de Na
+
 ao exterior 
das células em troca de íons de K
+
, balanço iônico essencial nos processos fisiológicos 
como a manutenção dos potenciais de membrana dos neurônios para a transmissão dos 
impulsos nervosos e contração muscular (Croyle et al. 1997, Jorgensen et al. 2003, Yatime 
et al. 2011).  O sequestro de Cds tem sido reportado para vários grupos de insetos entre os 
quais destacam os besouros crisomelídeos, afídeos e principalmente as borboletas da 
subtribo Danaina (Nymphalidae: Danainae: Danaini) (Agrawal et al. 2012).  O sequestro 
das cardenolidas pela borboleta monarca, Danaus plexippus, é um dos exemplos clássicos 
sobre defesa química e aposematismo em insetos (Bell 2001).  Reichstein et al. (1968) 
verificaram que as Cds presentes nas plantas do gênero Asclepias, as quais tornam a planta 
tóxica para a maioria de insetos, são consumidas no estágio larval da borboleta e que 
estavam presentes também nos tecidos adultos das borboletas.   Adultos que consumiram 
Cds durante o estágio larval foram menos predadas pelo pássaro Cyanocitta cristata 
(Corvidae) do que borboletas que se alimentaram de uma dieta sem Cds (Brower et al. 
1967). 
Embora o gênero Danaus apresente uma ligação estreita com as plantas do gênero 
Asclepias, a capacidade de sequestro deste composto parece variar entre espécies. Por 
exemplo, a concentração de cardenolidas sequestrada por D. (Anosia) chrysippus 
(60µg/0.1g) é em média 30% daquelas sequestradas por D. (Danaus) plexippus, quando 
ambas larvas alimentadas simultaneamente em condições controladas em folhas de 
Asclepias curassavica (Brower & Glazier, 1975).  Cohen (1985) observou que três 
diferentes populações naturais de D. (Anosia) gilippus da Flórida, EUA, apresentavam 
concentrações significativamente menores de Cds (8-80 µg/0.1g) em comparação a 
populações de D. plexippus (160 µg/0.1g).  A Na
+
/K
+
-ATPase de D. plexippus apresenta 
uma insensibilidade a Cds (Vaugham & Jungreis 1977).  Tal insensibilidade é resultante de 
substituições nos aminoácidos da enzima Na
+
/K
+
-ATPase (Holzinger et al. 1992, Holzinger 
& Wink 1996).  Esta substituição está presente unicamente em D. plexippus e D. erippus, 
um grupo irmão pertencente ao subgênero Danaus (seguindo a recente filogenia proposta 
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por Brower et al. 2010) e não em outros subgêneros de Danaina (Mebs et al. 2000, 2005, 
Petschenka et al. 2013).  A modificação na ATPase explica parcialmente a capacidade da 
espécie para sequestrar maiores quantias de Cds (Petschenka et al. 2013), porém para 
processar as quantidades de Cds observadas nas borboletas, outros mecanismos fisiológicos 
ainda não explorados podem estar ocorrendo simultaneamente (Petschenka & Agrawal 
2016).  
 Além das Cds sequestradas na fase larval, adultos do gênero Danaus também 
sequestram APs de suas fontes de alimentação e de tecidos secos de plantas que apresentam 
estes alcaloides (Pliske 1975a, Edgar et al. 1976, 1976, Kelley et al. 1987, Dussourd et al. 
1989).  A aquisição e sequestro de APs é um dos exemplos mais explorados em borboletas 
Danaini, Ithomiini (Nymphalidade: Danainae) e mariposas Arctiinae (Erebidae) (Trigo 
2000, 2011).  Os alcaloides pirrolizidínicos são uma diversa classe de SMS com mais de 
360 estruturas isoladas de plantas de gêneros como Senecio, Eupatorium (Asteraceae), 
Crotalaria (Fabaceae), Parsonsia (Apocynaceae) e HeIiotropium (Boraginaceae) 
(Hartmann & Witte 1995).  Os APs são ésteres com uma base necina derivada de um anel 
pirrolizidínico, variando no grau de instauração do anel e com cadeias ramificadas 
chamados de ácidos nécicos.  Podem ocorrer na forma de base livre e N-óxido (Hartmann 
& Witte 1995).  APs são conhecidos por seus nomes comuns, geralmente relacionados à 
planta de origem do qual foram identificados. A monocrotalina é uma delas.  Extraída de 
plantas do gênero Crotalaria, apresenta uma estrutura macrocíclica com 11 membros 
(Culvenor et al. 1976) (Figura 1B) com atividade hepatotóxica, pneumotóxica e 
carcinogênica em vertebrados superiores (Mattocks 1986, Stegelmeier et al 1999), 
genotóxica em insetos (Frei et al. 1992) e deterrente contra herbívoros vertebrados e 
invertebrados (Macel 2011, Trigo 2011). 
Borboletas do gênero Danaus adquirem APs ao visitarem plantas com APs, se 
alimentando do néctar ou liberando da sua probóscide um fluído que dissolve os alcaloides 
em folhas, frutos, ramos e sementes secos ou em decomposição de plantas pertencentes aos 
gêneros citados acima (Pliske 1975a, Edgar et al. 1976, 1976, Boppré 1984, 1986, 1990, 
Figura 3B).  Esse último processo é denominado farmacofagia, isto é, um processo onde 
insetos procuram e ingerem SMS, utilizando-as para um propósito específico que exclui 
nutrição ou reconhecimento da planta hospedeira (Boppré 1984). 
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Figura 1. Estrutura química da cardenolida ouabaína (A) e do alcaloide pirrolizidínico 
monocrotalina na forma N-óxido (B) 
 
A função defensiva dos APs no gênero Danaus foi demonstrada por Orr et al. 
(1996).  Em um bioensaio de predação, os autores ofereceram adultos recém emergidos de 
D. affinis sem contato com APs para a aranha Nephila maculata.  As borboletas foram 
predadas em sua maioria pelas aranhas.  Porém ao oferecer adultos capturados no campo, 
os quais apresentavam APs (573µg, 0.95 % peso seco), as borboletas foram liberadas pelas 
aranhas. 
Machos do gênero Danaus utilizam os APs sequestrados como precursores para a 
síntese de feromônios sexuais (Boppré 1990) e para o desenvolvimento e funcionamento da 
coremata e órgãos alares (órgãos sexuais androconiais) (Pliske & Eisner 1969).  Em D. 
chrysippus, assim como em D. gilippus, e outros Danaini, o sucesso reprodutivo depende 
da coremata e das glândulas alares, os quais expelem, ao longo do intrincado voo nupcial, 
feromônios sexuais, como o hidroxidanaidal, os quais estimulam a receptividade da fêmea 
para a reprodução (Pliske & Eisner 1969, Boppré et al. 1978, Boppré & Van Wright 1989).  
Entretanto D. plexippus não depende de APs para reprodução (Pliske 1975b). 
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Assim como ocorre com o sequestro das Cds dentro de gênero, Edgar et al. (1976, 
1979) verificaram uma variação na concentração de APs em populações naturais 
dependente da espécie de Danaus.  Em D. (Anosia) chrysippus os autores encontraram um 
alto conteúdo de APs, entre 150-400µg por indivíduo, porém em D. (Salatura) affinis 
menos de 100µg por indivíduo.  Brown (1984), coletando indivíduos no sudeste brasileiro, 
verificou que adultos de D. gilippus apresentavam até 20 vezes mais APs que D. plexippus 
(~20µg/0.1g versus 1,0µg/0.1g). 
Embora a literatura aborde a variação de Cds e APs no gênero Danaus, algumas 
questões permanecem, como por exemplo: (1) existem tendências no sequestro de Cds e 
APs dependente da espécie? E (2) a presença dessas duas defesas químicas atuando em 
conjunto representam uma demanda conflitante fisiológica ou histórica dentro do gênero?  
Para responder a essas questões estudamos duas espécies neotropicais do gênero Danaus, 
D. (Danaus) erippus e D. (Anosia) gilippus.  Populações naturais de D. gilippus apresentam 
uma maior concentração de APs do que Cds, enquanto se sugere que D. erippus apresente 
uma maior concentração de Cds do que APs, assim como ocorre com sua espécie-irmã D. 
plexippus.  Portanto, em relação a primeira questão hipotetizamos que a capacidade de 
sequestrar Cds seja maior em D. erippus do que D. gilippus e contrario ocorra em relação 
aos APs.  Isto seria evidenciado se o padrão de sequestro for independente da 
disponibilidade de ambos compostos em suas dietas larval e adulta.  Em relação a segunda 
questão hipotetizamos que ocorra uma demanda conflitante entre as Cds e APs.  Se essa 
demanda conflitante for fisiológica, espera-se que variações na concentração das Cds 
sequestradas pelas larvas de ambas espécies afetem o sequestro posterior de APs por 
adultos.  Se a demanda for histórica, as Cds sequestradas pelas larvas não deveriam 
influenciar o sequestro de APs por adultos, esperando-se que o padrão de sequestro dos 
compostos defensivos esteja fixado para ambas populações.  
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MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Organismos estudados 
 
Danaus é um gênero de borboletas aposemáticas, com 11 espécies reconhecidas, 
que habitam climas temperados, subtropicais e tropicais, com representantes nas regiões 
Neártica, Neotropical, Paleártica, Afrotropical, Oriental, Australiana e Pacífica (Ackery & 
Vane-Wright 1984).  Danaus (Danaus) erippus é uma espécie neotropical, com uma 
distribuição que abrange desde o sul Argentina até o norte do Brasil, ocorrendo também na 
região sul da Amazônia e na região andina da Bolívia e Peru (Smith et al. 2005).  É uma 
espécie-irmã de D. (Danaus) plexippus, a qual ocorre na América do Norte, norte da 
Amazônia, América Central e ilhas do Caribe (Ackery & Vane-Wright 1984).  Danaus 
erippus, assim como D. plexippus, apresentam o hábito migratório em algumas de suas 
populações (Slager & Malcolm 2015).  Em contraste, D. (Anosia) gilippus é uma espécie 
não migratória (Brower 1961) que ocorre desde o sul dos Estados Unidos até o norte da 
Argentina (Ackery & Vane-Wright 1984).  Ambas as espécies usam espécies do gênero 
Asclepias, além de outras Asclepiadoideae (Apocynaceae) como plantas hospedeiras da 
larva.  Os ovos são depositados nas folhas e inflorescências da planta, eclodindo após 4-5 
dias.  As larvas de ambas espécies apresentam 5 estádios larvais e demoram 12 a 14 dias 
para empupar (observações pessoais). No último estádio, que dura de 6 a 7 dias, as larvas 
adquirem aproximadamente 80% das Cds totais encontradas nos adultos (Frick & Wink 
1995).  Os adultos de ambas as espécies são observados visitando flores de Eupatorium 
laevigatum (Asteraceae: Eupatorieae), Senecio brasiliensis (Asteraceae: Senecioneae) e 
Crotalaria spectabilis (Fabaceae: Papilionoideae: Crotalarieae) entre outras (Pliske 1975, 
Edgar et al. 1976), e das quais obtém os APs utilizados para defesa e sínteses de feromônios 
sexuais (Pliske & Eisner 1969, Boppré 1993).  
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O gênero Asclepias (Asclepiadoideae: Apocynaceae) possui cerca de 500 espécies 
distribuídas nas regiões Paleotropical, Holártica e Neotropical (Pereira et al. 2004).  No 
Brasil são encontradas três espécies, A. mellodora, A. curassavica e A. campestris, sendo 
no sudeste brasileiro A. curassavica é a espécie predominante (Rambo 1958). Asclepias 
curassavica é uma espécie neotropical que conta com defesas físicas como tricomas e látex, 
e defesas químicas como Cds nas folhas e no látex (Malcolm 1995, Agrawal & Fishbein 
2006, Agrawal et al. 2012).  Esta espécie é subarbusto ou arbusto ereto pouco ramificado, 
atingindo entre 1,40m e 1,80m de altura, ocorre em em clareiras, áreas com distúrbio 
antrópico, terrenos baldios, beiras de estrada e em pastagens convivendo com gramíneas 
(Woodson 1954, Seiber et al. 1982, Lorenzi 2000).  Asclepias curassavica produz 
inflorescências em umbela ao longo de todo o ano (Bierzychudek 1981), as quais possuem 
flores com uma coloração vermelha e amarela vistosa e néctar copioso, atraindo diversos 
visitantes florais, inclusive adultos de D. erippus e D. gilippus (Wyatt & Broyles 1994).  
 
 
Criação e manutenção de Danaus erippus e Danaus gilippus em cativeiro 
 
Coletamos continuamente ovos de uma população estável de D. erippus e D. 
gilippus em uma área na Serra do Japi, Jundiaí, SP (23º12'47,3"S-46º55'17,8"O) para dar 
início à criação em cativeiro.  Colocamos os ovos em potes com tampa (5cm de diâmetro x 
6cm de altura) e verificamos diariamente se as larvas tinham eclodido.  Colocamos as 
larvas eclodidas de ambas espécies individualizadas em potes de criação de plástico (8 cm 
de diâmetro x 11cm de comprimento).  As larvas foram alimentadas ad libitum com folhas 
de A. curassavica (Figura 2), as quais foram lavadas em agua corrente e higienizadas 
expondo-as por 5 minutos a raios UV de 254nm.  Os ovos e as larvas foram criados em 
uma câmara climatizada com temperatura de 27°C e um fotoperíodo de 12h claro/12h 
escuro.  Deixamos as larvas empuparem nos potes de criação, dois dias após, penduramos 
as pupas em gaiolas de 27 x 27 x 27 cm
 
(comprimento x largura x altura). 
As borboletas recém emergidas eram transferidas para dois compartimentos de uma 
casa de vegetação (cada um com 6,5 x 4,5 x 2,8 m, comprimento x largura x altura) 
adjacente ao Departamento de Biologia Animal (22°49'15,38"S, 47° 04'8,87"W), sendo que 
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cada espécie era criada em um compartimento separado.  Nesses compartimentos 
colocamos indivíduos de Lantana camara (Verbenaceae) e de Pentas sp. (Rubiaceae) em 
flor como fonte de néctar (Figura 3A) e de Heliotropium transalpinum (Boraginaceae) em 
flor como fonte de néctar e de APs para os adultos.  Permitimos as borboletas se acasalarem 
(Figura 3C) e colocamos indivíduos de A. curassavica em flor para que as fêmeas 
depositassem ovos (Figura 3D). 
 
 
Figura 2. Larva de Danaus gilippus no 5º estádio, dentro do pote de criação e se 
alimentando de folhas de Asclepias curassavica. 
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Figura 3. Criação em cativeiro de adultos de ambas espécies. (A) Fêmea de Danaus erippus 
se alimentado em flores de Pentas sp. (B) Macho de Danaus gilippus adquirindo alcaloides 
pirrolizidínicos em galhos secos de Crotalalia paulina. (C) Casal de Danaus erippus 
acasalando. (D) Fêmea de Danaus gilippus depositando ovos em uma folha de Asclepias 
curassavica. 
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Consumo de Asclepias curassavica por larvas de Danaus erippus e a concentração de 
cardenolidas na biomassa consumida  
 
Como folhas de A. curassavica apresentam Cds, necessitávamos saber qual a 
concentração desses compostos era ingerida por larvas das duas espécies de Danaus para 
que pudéssemos manipular as concentrações de Cds Para isso, quantificamos a 
concentração de Cds em cinco folhas novas, totalmente expandidas e sem danos.  As folhas 
foram coletadas de cinco indivíduos pertencentes a uma população de A. curassavica 
adjacente ao Departamento de Biologia Animal; essa população foi inicialmente coletada 
na mesma área na qual coletamos as borboletas.  Liofilizamos as folhas por 48 horas em um 
liofilizador (Labconco Freezone 6 Liter Freeze Dry System, Model 77530) e 
homogeneizamos as mesmas em N2 líquido usando um gral de porcelana e um pistilo.  
Pesamos 100 mg das folhas liofilizadas em um tubo Falcon de 15 mL, extraímos com 
10mL de EtOH 95% a 70ºC durante 45 minutos, centrifugamos o extrato a 937 g por 10 
minutos, transferimos o sobrenadante para balões 50 mL e evaporamos o mesmo em um 
rotaevaporador a 40ºC e baixa pressão.  Dissolvemos o extrato em 1mL de EtOH 95%, 
transferimos essa solução para um tubo Falcon de 15 mL, adicionamos 2 mL de uma 
solução aquosa de 10% acetato de chumbo, agitamos o tubo por 20 segundos e colocamos o 
mesmo em um banho de gelo por 20 minutos.  Esse procedimento precipita compostos que 
possam interferir com a leitura colorimétrica das cardenolidas, como por exemplo 
carotenoides, clorofila e flavonoides.  A amostra foi centrifugada a 937g por 10 minutos, 
transferida para tubos Falcon de 15 mL, 0,5 mL de sulfato de amônio foi adicionado e uma 
nova centrifugação a 937 xg por 10 minutos foi realizada.  O sulfato de amônio precipita o 
acetato de chumbo ainda solúvel na amostra.  O sobrenadante foi extraído duas vezes com 2 
mL de diclorometano.  A fase diclorometânica foi tratada com sulfato de sódio anidro para 
eliminar resíduos de água e seca em um rotaevaporador como descrito anteriormente.  O 
extrato diclorometânico, o qual contém as Cds, foi solubilizado em 2,5mL EtOH 95%.  Ao 
extrato etanólico das Cds adicionamos 1,0mL de reagente de Kedde (1,0g ácido 3,5-
dinitrobenzoico em 100mL EtOH) e 0,5mL de 1M NaOH.  O ácido 3,5-dinitrobenzoico em 
meio básico complexa com a lactona butenolida das Cds produzindo um cromóforo que 
tem sua absorbância máxima a 540nm (Figura 4) (Brower et al. 1982, Frick & Wink 1995).  
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Realizamos a leitura da absorbância das amostras em triplicata utilizando um 
espectrofotômetro digital, modelo SP-22, marca Biospectro (faixa de leitura 325-1000nm) 
com resolução de ± 0,078nm.  Quantificamos as Cds em µg/0,1g de massa seca a partir de 
uma curva de calibração usando ouabaína comercial como padrão (absorbância = 0,015 x 
μg de ouabaína, r2 = 0,996). 
 
 
 
Figura 4. Reação de Kedde. O ácido 3,5-dinitrobenzóico em meio básico formando um 
cromóforo com a lactona butenolida de uma cardenolida. 
 
Para estimar o consumo total de Cds em D. erippus, registramos o número de folhas 
consumidas por 10 larvas desde o primeiro estádio até a pupação.  Estimamos a massa seca 
consumida pelo comprimento foliar (log massa seca = 1,7539 log comprimento + 0,395, r
2 
=0.90, sendo a massa dada em mg e comprimento em cm).  Somando o total de massa 
consumida estimamos que as larvas de D. erippus consomem 1590 ± 37 mg (média ± erro 
padrão, n = 10).  Como a concentração média de Cds presentes nas folhas de A. curassavica 
é 140 ± 0.23 µg/0.1g, estimamos que as larvas consomem 2.23 ± 0,05 mg de Cds.  Danaus 
erippus parece consumir um maior número de folhas e ser mais ativo em comparação a D. 
gilippus (observações pessoais), motivo pelo qual, para não subestimar a quantidade de Cds 
as quais ambas espécies têm acesso, se considerou a quantidade total de Cds acessadas por 
D. erippus como a quantidade mínima e base para determinar as concentrações de Cds a 
usar no experimento que testasse a demanda conflitante.  
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Sequestro diferencial e demanda conflitante entre defesas: cardenolidas x alcaloides 
pirrolizidínicos 
 
Roff (2002) propõe que um dos métodos para verificar uma demanda conflitante é 
mediante um experimento de manipulação, no qual a simples mudança na expressão de um 
dos caracteres envolvidos deveria afetar a expressão do segundo, demonstrando assim uma 
correlação negativa entre eles.  Assim sendo, testamos o efeito de aumento no consumo de 
Cds na dieta larval de ambas espécies sobre o posterior sequestro dos APs.  O sequestro dos 
APs pelos adultos não deve influenciar na concentração de Cds sequestrada pelas larvas e 
transferidas para os adultos.  Entretanto, as duas espécies podem sequestrar 
diferencialmente Cds e APs.  Portanto utilizamos um desenho experimental 2x2x2x2 
(espécie x sexo x concentração de Cds na dieta da larva x concentração de APs na dieta do 
adulto), onde 80 larvas de ambas espécies de Danaus (40 machos e 40 fêmeas) foram 
alimentadas com folhas de A. curassavica com uma baixa concentração de Cds (1,4 vezes 
aquela encontrada em folhas de A. curassivica, i.e.. 196µg/0.1g) ou uma alta concentração 
(11,2 vezes, i.e., 1568µg/0.1g).  Usamos a concentração de 1,4 vezes ao invés de 1,0 vez na 
concentração baixa, porque tínhamos que adicionar uma cardenolida adquirida 
comercialmente, a ouabaína octahidratada (Sigma-Aldrich®) (daqui por diante ouabaína - 
ver estrutura da ouabaína na Figura 1A), para obtermos a concentração mais alta.  Como 
desconhecemos a metabolização de ouabaína pelas borboletas, adicionamos esta Cd 
também na concentração mais baixa como um controle para a Cd adquirida 
comercialmente.  Quando adultos, os mesmos indivíduos foram alimentados com uma 
solução de sacarose 10% com uma baixa quantidade (200µg) ou alta quantidade (1600µg) 
do AP monocrotalina N-óxido.  Então tínhamos quatro tratamentos para ambas espécies 
(Tabela 1). 
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Tabela 1. Desenho experimental para testar a demanda conflitante entre as defesas e o 
sequestro diferencial de Cds e APs. 
 
Tratamentos APs Baixo APs Alto 
Cds Baixo 20 ♀ e 20 ♂ 20 ♀ e 20 ♂ 
Cds Alto 20 ♀ e 20 ♂ 20 ♀ e 20 ♂ 
 
Para estipular a concentração de tanto de Cds como de APs utilizada nas dietas, 
consideramos que a concentração mínima de APs encontrada em populações naturais de D. 
gilippus é aproximadamente 200µg/0.1g (Brown 1984).  Utilizamos a quantidade de 200µg 
como base para o tratamento com baixa concentração de APs.  Para determinar o 
tratamento com alta concentração, consideramos o observado em experimentos prévios, no 
quais notamos que borboletas de D. erippus rejeitavam soluções de sacarose 10% com 
monocrotalina N-óxido em quantidades próximas de 2000µg.  Devido a isso, decidimos 
utilizar a concentração de 1600µg, aumentando oito vezes a quantidade de APs oferecidos 
no tratamento anterior. Com o objetivo de manter a mesma magnitude de aumento para os 
tratamentos com Cds, a concentração das folhas foi aumentada à 11,2 vezes.  
 
Planta hospedeira da larva com baixa ou alta concentração de cardenolidas   
 
Para disponibilizar para as larvas folhas com 1,4 e 11,2 vezes a concentração natural 
de Cds, consideramos a média do consumo de folhas e a concentração de Cds nas mesmas 
como reportado acima.  As larvas se alimentam de 1590mg de folhas até empuparem, 
consumindo 2,23mg de Cds.  Aumentado a concentração em 1,4 vezes, aplicando 0,9mg de 
oubaina nas folhas a serem consumidas, as larvas consumiram 3,11mg de Cds.  Para 
adicionar essa quantidade da Cd preparamos uma solução de 60mg de ouabaína em 10mL 
de EtOH e aplicamos topicamente 150µL dessa solução em folhas com a ajuda de uma 
micropipeta de 100µL.  Para preservar a integridade das folhas frente a aplicação de EtOH 
e facilitar a evaporação do solvente, aplicamos 50 µL da solução em três folhas distintas.  
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Seguindo a mesma lógica, ao aumentarmos a concentração em 11,2 vezes, as larvas 
consumiram 24,92mg de Cds.  Portanto, aplicamos topicamente nas folhas, 22,71 mg de 
ouabaína, a partir de uma solução de 760 mg desta Cd em 10 mL de EtOH.  Aplicamos 100 
µL da solução em três folhas distintas.  Não fizemos uma solução de 1520 mg/10 mL, onde 
aplicaríamos 50 µL ao invés de 100 µL, devido à baixa solubilidade da ouabaína em EtOH.  
Após o solvente secar, oferecemos as folhas tratadas com baixa ou alta concentração de Cd 
para uma larva entrando em 5º estádio, criada como descrito acima.  As folhas foram 
oferecidas em um pote de criação de plástico (8 cm de diâmetro x 11cm de comprimento) e 
o pote foi mantido em câmara climatizada com as mesmas condições de temperatura e 
luminosidade descritos anteriormente.  Após a larva consumir todas as folhas, oferecemos 
ad libitum folhas sem nenhum tratamento até a larva empupar.  As larvas submetidas a esta 
dieta de baixa ou alta concentração de Cds foram submetidas quando adultas à uma dieta 
com baixa ou alta concentração de APs, como descrito a seguir.  
Os experimentos alimentação das larvas e adultos com Cds e APs foram conduzidos 
durante um período de cerca de nove meses de forma continua.  Devido às condições 
controladas do experimento em todas suas etapas, não consideramos variações temporais 
como um fator a ser medido.  
 
Fonte de alimento para o adulto com baixa ou alta concentração de alcaloides 
pirrolizidínicos.   
 
Escolhemos monocrotalina N-óxido como AP, pois esse alcaloide está presente em 
fontes visitadas por adultos de D. gilippus, como por exemplo folhas e ramos em 
decomposição de Crotalaria paulina e C. spectabilis (Pliske 1975, J.R. Trigo observação 
pessoal, Figura 3B).  A monocrotalina foi extraída de sementes maduras de C. spectabilis e 
N-oxidada como descrito em Martins et al. (2015).  
Preparamos duas soluções aquosas da monocrotalina N-óxido, uma com uma baixa 
(20 mg/mL) e outra com uma alta concentração (160 mg/mL).  Alimentamos as borboletas 
com uma solução de 20µL contendo 10µL de solução aquosa de sacarose 20% e 10µL da 
solução aquosa do AP.  Colocamos a mistura em “flores artificiais” construídas com 
ponteiras de 100µL.  Fechamos a extremidade inferior com fogo e cortamos o restante da 
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ponteira a uma distância aproximada de 3 cm da base fechada, com largura suficiente para 
que as borboletas evertam a probóscide e se alimentem com facilidade (Figura 5).  
Alimentamos as borboletas originadas das dietas com Cd, um dia após terem emergido da 
pupa.  Esse tempo permitia que as asas ficassem firmes, e não se danificassem na 
manipulação dos indivíduos.  Todas as borboletas consumiram os 20µL de dieta.  Após a 
alimentação, colocamos as borboletas em gaiolas, como descrito acima, separando-as por 
espécie e sexo.  Após 24 horas os indivíduos foram armazenados a -20°C para 
quantificação das Cds e APs.   
 
 
Figura 5. Macho adulto de Danaus erippus se alimentando com a solução de sacarose e 
monocrotalina N-óxido.  A solução foi aplicada em uma ponteira de 100 µL com a ponta 
fechada por fogo. 
 
Concentração de cardenolidas e alcaloides pirrolizidínicos em borboletas 
 
Para obtermos as borboletas secas para as análises quantitativas de Cds e APs, 
liofilizamos os indivíduos por 24 horas como descrito acima.  Quantificamos a massa de 
cada indivíduo, homogeneizamos cada borboleta por 1 minuto em tubos de ensaio fechados 
de 1,3cm de diâmetro x 10cm de altura com areia do mar superpura (J. T. Baker) em 2,0mL 
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de EtOH 95%, utilizando um bastão de vidro.  Completamos o volume com mais 4,0mL de 
EtOH 95% e colocamos em banho maria por 45 minutos a 70°C para maximizar a extração. 
A cada 5 minutos agitamos as amostras.  Após o banho maria, centrifugamos o homogenato 
por 5 minutos a 937 g em uma Centrífuga Excelsa II Modelo 205-N, FANEM.  Retiramos o 
sobrenadante com o auxílio de uma pipeta de vidro Pasteur.  Para quantificarmos as Cds e 
os APs colocamos cada amostra em um balão volumétrico de 10mL e completamos o 
volume para essa medida com EtOH 95%. 
Extraímos e quantificamos as Cds sequestradas pelas borboletas como descrito 
anteriormente para folhas de A. curassavica, a partir de uma alíquota de 2,5mL da solução 
EtOH de 10 mL. O tratamento das amostras com acetato de chumbo e acetato de amônia 
não foi realizado. Quantificamos as Cds convertendo os valores médios de absorbância em 
µg, com base em uma curva de calibração, preparada com a Cd comercial ouabaína 
utilizada no experimento anterior (absorbância = 0,015 x μg de ouabaína, r2 = 0,996). 
Para quantificação dos APs usamos o método colorimétrico modificado de Bingley (1968) 
& Mattocks (1967, 1968).  Transferimos a alíquota de 1,0mL da solução EtOH de 10mL 
para um tubo de ensaio (0,9cm de diâmetro x 10cm de altura - tampa com rosca) e 
evaporamos o EtOH em banho à 90ºC por 25 minutos. Após o tubo atingir a temperatura 
ambiente, N-oxidamos os APs da alíquota com 0,5mL de reagente de oxidação [solução de 
1,0mL de peróxido de hidrogênio mais 5,0mg de Na4P2O7 (pirofosfato de sódio) diluído em 
200mL de MeOH] por 25 min à 100ºC (Figura 6); neste procedimento o tubo de ensaio foi 
mantido aberto.  Após a oxidação, deixamos o tubo atingir a temperatura ambiente e 
secamos o seu interior, cuidadosamente, em fluxo de N2, já que água pode interferir nas 
reações a seguir.  Adicionamos 1,0mL de acetato de isoamila e 0,1mL de anidrido acético e 
aquecemos a reação a 100ºC por 2 minutos; nesse procedimento o tubo foi mantido fechado 
para evitar a contaminação por água.  Essa reação (Reação de Polonovsky - Grierson 1990) 
transforma os APs N-óxidos em diidropirrolizinas (Figura 6).  Após o tubo atingir a 
temperatura ambiente, adicionamos 1,0mL de reagente de Ehrlich modificado (8,0mL de 
BF3 metanólico (14%) e 1,4g de dimetilaminobenzaldeído diluídos em 72mL de EtOH).  
Tampamos o tubo e aquecemos a reação, por 5 minutos, à 60ºC.  A reação das 
diidropirrolizinas com o ácido de Lewis BF3 e o dimetilaminobenzaldeído gera um 
cromóforo (Figura 6).  Após o término da reação, deixamos o tubo atingir a temperatura 
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ambiente, adicionamos 1,9mL de acetona.  Realizamos a leitura da absorbância das 
amostras em triplicata, no comprimento de onda 561nm, utilizando um espectrofotômetro 
digital descrito acima.  Quantificamos os APs convertendo os valores médios de 
absorbância em µg, com base em uma curva de calibração, preparada com padrão do 
alcaloide pirrolizidínico monocrotalina (absorbância = 0,0389 x μg de monocrotalina, r2 = 
0,980). 
 
 
 
Figura 6. Mecanismo das reações de Polonovsky e Ehrlich com alcaloides pirrolizidínicos 
resultando na formação do cromóforo. 
 
Análises estatísticas 
 
 Utilizamos uma ANOVA fatorial para verificar o efeito da espécie, sexo e 
concentração de Cds na dieta, no sequestro das Cds.  O efeito dos tratamentos com APs nas 
Cds sequestradas não tem significado biológico, pois o sequestro dos APs pelos adultos não 
deve influenciar na concentração de Cds no período larval e transferidas para os adultos.  
Usamos também uma ANOVA fatorial para verificar se existe uma diferença significativa 
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na concentração dos APs incorporados devido aos fatores espécie, sexo e Cds e APs na 
dieta.  Para verificar uma demanda histórica entre ambas defesas, agrupamos as espécies e 
utilizamos uma regressão linear entre as concentrações das Cds (variável independente) e 
dos APs (variável dependente).  Todas as análises estatísticas baseadas em Zar (2010). 
 
 
RESULTADOS 
 
Em relação a concentração de Cds nas duas espécies de Danaus, independentemente 
da quantidade de Cds na dieta, D. erippus apresenta uma concentração significativamente 
maior do que D. gilippus (Tabela 2A).  Não houve diferença significativa no sequestro das 
Cds entre machos e fêmeas em ambas espécies. O aumento das Cds na dieta implicou em 
um aumento significativo para a concentração em D. erippus, mas não para D. gilippus, 
mostrando uma interação significativa entre espécie e concentração de Cds na dieta (Tabela 
2A, Figura 7A). 
Em relação a concentração de APs encontrada nas duas espécies de Danaus, uma 
variação na concentração de Cds na dieta não implica em uma variação na concentração de 
APs em uma ou outra espécie; independentemente da concentração de Cds na dieta e do 
sexo.  Danaus gilippus apresenta uma concentração de APs significativamente maior do 
que aquela de D. erippus (Tabela 1B, Figura 7B).  Entretanto, um aumento na concentração 
de APs na dieta implica em um aumento significativo na concentração de APs nas 
borboletas, embora a magnitude do efeito seja significativamente maior em D. gilippus do 
que em D. erippus, implicando em uma interação entre espécie e concentração de APs na 
dieta (Tabela 2B, Figura 7C). 
Agrupando as espécies encontramos uma relação negativa significativa entre as Cds 
e APs. (r
2
 = 0,380 , n = 180, P < 0,001, Figura 8).  
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Tabela 2. Resultado das ANOVAs fatoriais para a concentração de cardenolidas (Cds) e alcaloides pirrolizidínicos (APs) em 
borboletas das espécies Danaus erippus e Danaus gilippus em função da concentração de cardenolidas nas folhas oferecidas para as 
larvas e da concentração de alcaloides pirrolizidínicos nas dietas oferecidas para os adultos. 
 
A. Concentração de cardenolidas em borboletas 
Fontes de variação SQ gl QM F P 
Espécie 10713448 1 10713448 1561,517 <0,001 
Sexo 1871 1 1871 0,273 0,602 
Concentração de Cds na dieta 65397 1 65397 9,532 0,002 
Espécie x Concentração de Cd na dieta 70039 1 70039 10,208 0,002 
Resíduo 1041636 152 6853   
      
B. Concentração de alcaloides pirrolizidínicos em borboletas 
Fontes de variação SQ gl QM F P 
Espécie 672349 1 672349 1382,469 <0,001 
Sexo 68 1 68 0,140 0,709 
Concentração de Cds na dieta 14 1 14 0,028 0,867 
Concentração de AP na dieta 622610 1 622610 1280,197 <0,001 
Espécie x Concentração de Cd na dieta 131 1 131 0,270 0,604 
Espécie x Concentração de AP na dieta 211658 1 211658 435,206 <0,001 
Concentração de Cd na dieta x Concentração de AP na dieta 7 1 7 0,014 0,907 
Espécie x Concentração de Cd na dieta x Concentração de AP na dieta 5 1 5 0,011 0,918 
Resíduo 70033 144 486   
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Figura 7. Efeito da concentração de cardenolidas (Cds) na dieta sobre concentração de Cd nas borboletas (A), da concentração de Cds 
na dieta sobre a concentração de alcaloides pirrolizidínicos (APs) nas borboletas (B) e da concentração de APs na dieta sobre a 
concentração de APs nas borboletas (C).   
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Figura 8. Regressão linear entre a concentração de cardenolidas e alcaloides pirrolizidínicos presentes nas borboletas Danaus erippus e 
Danaus gilippus (As concentrações de ambas defesas foram transformadas em log). 
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DISCUSSÃO 
 
Nossos resultados indicam claramente que existe uma tendência no sequestro de 
Cds e APs dependente da espécie e uma demanda conflitante histórica nas defesas químicas 
de D. erippus e D. gilippus, envolvendo Cds e APs. 
Em relação às Cds, dada uma mesma concentração de ouabaína na dieta, larvas de 
D. erippus apresentam uma maior capacidade para sequestrar Cds que D. gilippus.  Danaus 
erippus contém cerca de 6 vezes mais Cds que D. gillipus.  Além disso, quando 
aumentamos a concentração de Cds, aplicando 11,2 vezes a concentração natural de Cds 
consumidas pelas larvas, a concentração em D. erippus aumentou somente 1,1 vezes, 
enquanto a concentração de Cds em D. gilippus não variou. 
Em relação aos APs, dada uma mesma concentração de monocrotalina N-óxido na 
dieta, adultos de D. gilippus apresentam uma maior capacidade para sequestrar APs que os 
de D. erippus.  Quando alimentadas em baixas e altas concentrações de APs, D. gilippus 
contém de 1,9 à 2,7 vezes, respectivamente, as concentrações encontradas em D. erippus. 
Além disso, quando aumentamos a concentração de APs na dieta em aproximadamente 8 
vezes, a concentração em D. gilippus aumentou de 2,6 vezes, enquanto a concentração em 
D. erippus aumentou 1,8 vezes. 
Nós não encontramos uma demanda conflitante fisiológica em nenhuma das duas 
espécies em relação aos dois compostos defensivos. Não há, dentro de cada espécie, uma 
diminuição ou aumento significativos de APs em função do aumento ou diminuição na 
concentração de Cds, respectivamente.  Além disso, é improvável que a concentração de 
Cds sequestrada na fase larval seja fisiologicamente influenciada pela concentração de APs 
adquirida na fase adulta.  Em ambas espécies o padrão defensivo é fixo: D. erippus investe 
no sequestro das Cds independentemente da disponibilização de APs e D. gilippus vice-
versa, investindo principalmente na incorporação de APs independentemente da 
possibilidade de aumentar o sequestro de Cds na etapa larval.  Quando analisamos a relação 
entre as Cds e os APs sem considerar as espécies, notamos uma relação negativa entre 
ambas as defesas.  Isso seria uma evidência de uma demanda conflitante histórica dentro do 
gênero Danaus.  Ou seja, um maior investimento em Cds está relacionado a um menor 
investimento em APs e vice-versa. 
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O padrão conflitante entre o sequestro de Cds e APs entre as espécies D. erippus e 
D. gilippus é reportado aqui pela primeira vez.  Entretanto a variação de Cds ou APs entre 
espécies de Danaus é relatada inúmeras vezes.  Vários autores reportam que as 
concentrações médias de Cds em adultos de D. gilippus se encontram entre 1 e 377µg/0,1g, 
dependendo da planta hospedeira e da localidade em que os indivíduos foram amostrados 
(Cohen 1985, Ritland 1994, Moranz & Brower 1998).  As concentrações médias em D. 
plexippus, a espécie-irmã de D. erippus (Smith et al 2005, Brower et al 2010), também 
variam em uma magnitude um pouco maior, entre 1 e 710 µg/0,1g, também dependendo da 
planta hospedeira e da localidade em que os indivíduos foram amostrados (Cohen 1985, 
Brower et al 1972, 1982, 1984a,b, Lynch & Martin 1987, Martin & Lynch 1988, Malcolm 
et al 1989, Martin et al 1992, Malcolm 1994).  O limiar de sequestro estimado, 
independente da concentração encontrada na planta hospedeira, não parece apresentar 
grandes diferenças; se dá por volta de 500µg/0,1g para D. plexippus (inspeção visual da 
Figura 1 em Malcom 1994) e 400µg/0,1g para D. gilippus (inspeção visual da Figura 6 em 
Moranz & Brower 1998).  Embora nossos dados não se ajustem inicialmente a esse 
conjunto de dados, é interessante notar que no único estudo onde as populações simpátricas 
de D. plexippus e D. gilippus foram analisadas para Cds simultaneamente, portanto usando 
provavelmente as mesmas plantas hospedeiras, em uma mesma localidade e ao mesmo 
tempo, a concentração em adultos de D. plexippus foi significativamente maior que em D. 
gilippus (Cohen 1985), o que corrobora nossos resultados.  Em relação aos APs, Brown 
(1984) encontrou a concentração média de 450µg/0,1g em adultos de D. gilippus e 21-41 
µg/0,1g em D. erippus (descrito como D. plexippus erippus), dados que também 
corroboram nossos resultados. 
Funcionalmente, a maior capacidade de D. erippus em sequestrar Cds, quando 
comparado com D. gilippus, se deve a insensibilidade à cardenolidas nessa espécie e na sua 
espécie-irmã, D. plexippus.  Cds, como a oubaína, digitoxina, entre outras, inibem a enzima 
Na
+
/K
+
-ATPase responsável pelo transporte de cátions alcalinos em células animais 
(Lingrel 1992, Emery et al. 1998).  Inicialmente Jungreis & Vaugham (1977) e Vaugham & 
Jungreis (1977) demonstraram, em experimento in vitro, que o epitélio do intestino médio 
de D. plexippus é insensível à ouabaína. Posteriormente, Holzinger et al (1992) e Holzinger 
& Wink (1996) mostraram que o sítio alvo da insensibilidade que confere a D. plexippus a 
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resistência às Cds de suas plantas hospedeiras é parcialmente devido a substituição de uma 
asparagina por uma histidina na posição 122 da enzima Na
+
/K
+
-ATPase, essa substituição 
faz com que a atividade dessa enzima não seja afetada pelas Cds.  Pestchenka et al. (2013) 
reconstruíram a evolução da resistência à Cds na enzima Na
+
/K
+
-ATPase para 16 espécies 
em oito gêneros, os quais cobrem todas a grandes linhagens de Danainae.  Eles verificaram 
que duas substituições de amino ácidos ocorriam ao longo da filogenia de Danainae: na 
posição 111 a lisina era substituída pela valina (L111V) e na posição 122 a asparagina era 
substituída pela histidina (N122H).  A L111V é característica da subtribo Danaina que 
apresenta os gêneros Tirumala e Danaus (incluindo D. gilippus), enquanto que a N122H é 
característica somente do subgênero Danaus (D. plexippus e D. erippus).  Essas duas 
espécies sequestram uma maior concentração de Cds do que, por exemplo, D. gilippus e D. 
chrysippus que pertencem ao subgênero Anosia e Pestchenka et al (2013) sugerem que essa 
característica está associada as mudanças ao longo do tempo evolutivo na enzima Na
+
/K
+
-
ATPase.  A substituição N122H é encontrada também em insetos pertencentes a quatro 
ordens (além da borboleta D. plexippus, os besouros Chrsyomelídeos Chrysochus sp. e 
Labidomera clivicollis, os heterópteros ligeídeos Oncopeltus fasciatus e Lygaeus kalmii e o 
díptero agromízídeo Liriomyza asclepiadis), sugerindo uma evolução convergente da 
resistência à Cds (Dobler et al. 2012). 
Em relação aos APs, nenhum mecanismo funcional foi proposto até o momento para 
explicar por que D. gilippus sequestra maiores concentrações de APs quando comparado 
com D. plexippus e D. erippus. Uma adaptação que é considerada essencial para o 
sequestro de APs em insetos é a presença de uma enzima N-oxigenase que transforma APs 
bases livres em N-óxidos (Lindigkeit et al 1997). Essas enzimas, pertencentes a classe das 
monoxigenases dependentes de flavina, estão presentes em insetos que sequestram APs, 
como arcttíneos (Lindigkeit et al 1997, Naumann et al 2002), gafanhotos e besouros 
crisomelídeos (Chang & Hartmann 1998, Hartmann 2004), sugerindo também uma 
evolução convergente dessa característica. Portanto, uma pergunta surge quando tentamos 
encontrar uma característica funcional que estaria relacionada com a alta x a baixa 
capacidade de sequestrar APs em D. erippus e D. gilippus, respectivamente: será que essa 
capacidade está relacionada à atividade das N-oxigenases nessas duas espécies? 
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 Embora explicações funcionais sejam dadas tanto para o sequestro diferencial de 
Cds, como sugeridas para o sequestro diferencial de APs, nos perguntamos que pressões 
seletivas levaram a essa demanda conflitante histórica entre essas duas defesas químicas em 
Danaus? 
 Quando analisamos o sequestro de APs, inserindo D. erippus e D. gilippus na 
hipótese filogenética da subfamília Danainae, observamos que essa característica é 
compartilhada não somente dentro dos Danaini (subtribos Amaurina, Danaina, Euploina e 
Itunina) como também na subfamília Danainae (tribos Danaini + Ithomiini) (Figura 9) 
(Ackery & Vane-Wright 1984).  Entretanto o sequestro de Cds é compartilhado somente 
pelo gênero Danaus dentro da subtribo Danaina (Ackery & Vane-Wright 1984, Pestchenka 
et al 2013).  A mudança na enzima responsável pela maior insensibilidade do subgênero 
Danaus (D. erippus e D. plexippus) às Cds é uma sinapomorfia (Pestchenka et al 2013), e 
esta mudança deve estar associada a maior quantidade de Cds sequestrada por estes 
lepidópteros.  Assim sendo, podemos sugerir que a baixa capacidade de sequestro de APs 
pelo subgênero Danaus também seja uma sinapomorfia associada às enzimas responsáveis 
pelo sequestro desse alcaloide.  Portanto, quando pressões seletivas levaram a um aumento 
no sequestro de Cds uma demanda conflitante entre defesas deve ter ocorrido, levando a 
uma diminuição no sequestro de APs. 
Entretanto a pergunta permanece: qual seria esta pressão seletiva?  Uma 
particularidade do subgênero Danaus é o seu hábito migratório.  Migração é bem conhecida 
para D. plexippus e recentemente reportada para D. erippus (Slager & Malcolm 2015).  A 
migração de D. plexippus é sugerida por Brower (1961, 1962) como um tipo de 
“deslocamento de caracteres” que minimizaria a competição com a não migrante D. 
gilippus, já que ambas usam a mesma planta hospedeira no sudeste da América do Norte.  
Portanto, em que extensão este hábito contribuiria para um incremento no sequestro de 
Cds?  Para D. plexippus, sabe-se que predadores que ocorrem nas áreas do México onde 
esta espécie passa a invernada se alimentam desta borboleta. Durante a invernada de 1978-
1979, em um agrupamento, estimou-se que pássaros predaram mais que 2 milhões de 
indivíduos, aproximadamente 9% do agrupamento (Brower & Calvert 1985).  Estes 
pássaros pertencem as espécies Pheucticus melanocephalus (Cardinalidae) e Icterus 
galbula abeillei (Icteridae).  Roedores da espécie Peromyscus melanotis também predam 
37 
 
ativamente D. plexippus em seus sítios de invernada no México (Cricetidae), enquanto 
outras quatro espécies de cricetídeos que coocorrem nestes sítios, predam pouco ou não 
predam D. plexippus (P. aztecus, Reithrodontomys sumichrasti, Neotomodon alstoni e 
Microtus mexicanus) (Glendinning & Brower 1990).  Pheucticus melanocephalus e 
Peromyscus melanotis são insensíveis à Cds (Fink & Brower 1981, Glendinning 1990, 
Glendinning et al 1990). 
 Será que a pressão de predadores, alguns deles insensíveis a uma alta concentração 
de Cds (P. melanocephalus e P. melanotis), outros insensíveis as concentrações 
intermediárias (P. aztecus) ou baixas (R. sumichrasti) de Cds, levou o subgênero Danaus a 
aumentar sua capacidade de sequestro de Cds?  Dentro deste cenário, qual o papel 
defensivo dos APs?  Glendinning et al (1990) demonstrou que os roedores P. melanotis, P. 
aztecus e R. sumichrasti eram insensíveis aos APs, embora estes compostos fossem tóxicos 
a eles.  Portanto um migrante ancestral possuindo altas concentrações de APs e baixas de 
Cds, como o encontrado no subgênero Anosia e provavelmente no ramo ancestral a Danaus 
e Anosia (Figura 9) iria ser selecionado negativamente nos sítios de invernada no México, 
enquanto que uma variedade com baixas concentrações de APs e altas de cardenolidas seria 
selecionada positivamente. 
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Figura 9.  Filograma mostrando as relações entre o gênero Danaus, subtribo Danaina e outros Danaini e Ithomiini (modificado de 
Brower et al 2010) com a respectiva inferência sobre a evolução do sequestro de cardenolidas (vermelho) e alcaloides pirrolizidínicos 
(azul).  A.  Clado ancestral dos Danaini e Ithomiini, o qual sequestra alcaloides pirrolizidínicos de suas plantas hospedeiras.  B. Clado 
ancentral das espécies do gênero Danaus, onde surge o sequestro de cardenolidas de suas plantas hospedeiras.  C. Clado ancestral do 
subgênero Danaus, que apresenta o hábito migrante; neste clado ocorre um incremento no sequestro de cardenolidas e como 
consequência um decréscimo no sequestro de alcaloides pirrolizidínicos.  Os ramos pontilhados mostram espécies para as quais não se 
tem dados da literatura sobre o sequestro de cardenolidas ou alcaloides pirrolizidínicos. 
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CONCLUSÕES 
 
Na presente dissertação, observamos estratégias químicas defensivas contrastantes 
entre representantes de dois subgêneros de Danaus: D. (Danaus) erippus e D. (Anosia) 
gilippus.  Notamos que um maior investimento em defesas por Cds está relacionado a um 
menor grau em defesas por APs (D. erippus) e vice-versa (D. gilippus).  Notamos também 
que o sequestro de ambas defesas por indivíduos de uma mesma espécie é independe uma 
da outra, rejeitando uma demanda conflitante fisiológica em ambas espécies estudadas.  Ao 
comparar nossos resultados com o padrão defensivo de outras espécies dentro do gênero 
Danaus encontramos uma demanda conflitante histórica entre as defesas químicas por Cds 
e APs.  Sugerimos que este padrão se originou por pressão seletiva de predadores nos locais 
de invernada do subgênero Danaus quem apresenta o hábito migratório. 
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